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INTRODUCCIÓN 
 
Los globos oculares son órganos pares situados en la parte anterior del cráneo, en el 
interior de las órbitas oculares. Estos órganos están formados por diversas estructuras y 
tejidos, conformando un sistema complejo que en última instancia nos proporciona el 
sentido de la visión. Estas estructuras se pueden agrupar en tres láminas concéntricas: 
I. Interna o retina: es la capa más profunda y está formada por muchos tipos 
celulares distribuidos en diferentes estratos; entre los que podemos encontrar los 
receptores (conos y bastones), diversos tipos de interneuronas (células 
biopolares, horizontales y amacrinas) y las células de proyección que son las 
células ganglionares; todas ellas aplicadas contra un epitelio monoestratificado y 
pigmentario. Los elementos receptores de esta capa se distribuyen en la mitad 
posterior de la superficie interna del globo ocular, mientras que en la región 
anterior (ora serrata) la retina se adelgaza y pierde sus elementos receptores 
continuándose hasta la región posterior del iris, recubriendo de esta forma el 
interior de la región anterior del globo ocular. En la retina se produce la 
transducción del estímulo luminoso y se originan las sensaciones visuales. 
II. Media o úvea: compuesta por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris. La coroides 
es una delgada capa muy vascularizada que se localiza justo tras el epitelio 
pigmentado. Esta capa se continúa en el cuerpo ciliar, en la región anterior del 
globo ocular. El cuerpo ciliar es la región más gruesa de la úvea, caracterizada 
por la presencia de músculo ciliar y de prolongaciones a los cuales se asocian las 
fibras que sirven de ligamentos suspensores del cristalino. Por último, se 
encuentra el iris, la región más anterior de la úvea, formada por una estructura 
con un orificio central (pupila) de diámetro regulable. 
III. Externa o esclerocórnea: formada por la esclerótica y la córnea. La esclerótica 
es una estructura conjuntiva a la que se anclan los diferentes músculos oculares, 
que fijados también a las paredes de las órbitas permiten el movimiento 
controlado de los globos oculares. 
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El conjunto de estas estructuras se agrupan formando un órgano claramente 
diferenciado en dos cámaras, la anterior y la posterior. La primera esta rellena del 
humor acuoso y la segunda del humor vítreo. 
El presente trabajo de Máster tiene como objetivo desarrollar un modelo de ectasia 
corneal. La córnea es una estructura de gran complejidad, que tiene una función 
fundamental en el proceso de la visión, al ser la estructura que más poder refractivo 
aporta al sistema de refracción del ojo. Por lo cual, resulta evidente la necesidad de que 
sea una estructura transparente. La córnea está formada por varias capas (Figura 1): 
-­ Epitelio anterior: es un epitelio pluriestratificado plano no queratinizado, 
situado sobre una membrana basal acelular y relativamente gruesa (capa de 
Bowman) 
-­ Estroma: formado fundamentalmente por una matriz de colágeno y 
proteoglicanos en la que se encuentran inmersos los queratocitos, células muy 
poco activas con citoplasmas reducidos e hialinos con largas prolongaciones 
citoplasmáticas. 
-­ Epitelio posterior o endotelio corneal: compuesto por un epitelio 
monoestratificado plano y su gruesa membrana basal (Membrana Descemet). 
 
Figura 1. Esquema de la córnea mostrando sus capas. 
Como ya se ha comentado previamente, una de la característica más relevante de la 
córnea es su transparencia. Para conseguir esta transparencia el estroma corneal carece 
de vasos sanguíneos. El hecho de que sea una estructura avascular no implica que no 
pueda conseguir nutrientes. Estos llegan al tejido desde la película lacrimal que recubre 
de forma continua el epitelio, mediante el transporte activo de sustancias del humor 
acuoso, por parte de las células endoteliales, o a través de las miles de fibras nerviosas 
que recorren la córnea (merece la pena destacar que la córnea es el órgano con mayor 
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densidad de terminaciones nerviosas por unidad de superficie). Además, las fibras 
nerviosas presentes en la córnea no tienen recubrimiento de mielina para facilitar la 
transparencia (1, 2). 
Como cualquier órgano en el cuerpo humano, la córnea puede sufrir alteraciones 
patológicas de muy diversa condición, entre éstas, destacaremos las distrofias corneales. 
Las distrofias corneales pertenecen a un grupo de patologías caracterizadas por el 
desarrollo de una morfología o estructura corneal aberrante, donde, el término ectasia 
corneal agrupa a las deformaciones corneales congénitas (queratocono y la 
degeneración marginal pelúcida) y las adquiridas o iatrogénicas (ectasia post-Excimer 
Laser) (3, 4). 
 
El queratocono es la ectasia corneal más frecuente. La incidencia en la población 
general ha sido estimada entre 5 y 23 por 10.000, dependiendo de los distintos autores 
(5, 6). Y la prevalencia en un 5,4 por 10.000 (7). 
 
El queratocono fue descrito por primera vez con detalle en 1854. “Kerato” significa 
córnea y “Konos” cono. Es una degeneración corneal bilateral y asimétrica (8, 9) 
caracterizada por un adelgazamiento de la córnea que conduce a la protrusión de ésta 
(Figura 2). 
 
Figura 2. Comparación de entre un glóbulo ocular normal (izq) y uno con la patología del 
queratocono (dcha). 
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El adelgazamiento corneal ocurre normalmente tanto en la zona inferior-temporal como 
en el botón central (10), aunque han sido descritas localizaciones superiores (11, 12). La 
protrusión corneal causa un alto grado de miopía y un astigmatismo irregular, afectando 
a la calidad visual y haciendo del queratocono una enfermedad altamente incapacitante. 
 
Los síntomas y los signos oculares del queratocono varían dependiendo de la severidad 
de la enfermedad. En estados incipientes normalmente no produce ningún síntoma (13). 
La progresión de la enfermedad se manifiesta con una pérdida significativa de la 
agudeza visual, que no puede ser compensada con gafas. En casos moderados y 
avanzados de queratocono se encuentra frecuentemente asociado a la base del cono el 
arco de hemosiderina o la línea circular, conocida generalmente como el anillo de 
Fleischer [Fleischer B, 1906]. Otro signo característico es la presencia de las estrias de 
Vogt, que son unas finas líneas verticales producidas por la compresión de la membrana 
Descemet. También son signos comunes el aumento de la visibilidad de los nervios 
corneales y la observación de opacidades corneales profundas y superficiales, que se 
pueden manifestar en diferentes estadíos de la enfermedad (14). En casos severos de 
queratocono se han descrito roturas en la membrana Descemet, causando edemas 
estromales conocidos como hidrops, pérdida de visión y dolor (15). 
 
Los signos histopatológicos que caracterizan al queratocono son: el adelgazamiento del 
epitelio y del estroma corneal, roturas en la capa de Bowman (Figura 3) y los depósitos 
de hierro entre la membrana basal del epitelio corneal (6, 7). En la patología del 
queratocono, las células del epitelio basal corneal degeneran y crecen alrededor de la 
capa de Bowman, fenómeno que se puede observar a partir de las acumulaciones de 
partículas de ferritina, dentro y entre, las células epiteliales (16). Se puede apreciar una 
disminución en la densidad de células basales en comparación con córneas normales en 
las regiones centrales de la córnea (17). Las roturas presentes en la capa de Bowman 
son rellenadas por colágeno del estroma y nódulos positivos para ácido periódico de 
Schiff (18). En el estroma, se puede observar una disminución en el número de 
queratocitos y de lamelas de colágeno, la degradación de los fibroblastos (18), cambios 
en el grosor y la organización de las lamelas y una distribución desigual de la masa de 
colágeno (19). Además, se ha demostrado que los nervios corneales, en pacientes con 
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queratocono, presentan las fibras nerviosas del plexo subbasal, más delgadas y 
tortuosas, con una densidad menor y el plexo subepitelial también alterado en 
comparación con sujetos sanos (20). 
 
Figura 3. Córnea humana de un paciente con queratocono). Las puntas de flecha señalan las 
roturas de la capa de Bowmann (tinción PAS (Periodic Acid of Schiff)). 
Los estudios epidemiológicos han mostrado al queratocono como una patología con 
igual distribución en ambos sexos (6). El queratocono suele aparecer en personas 
jóvenes, en las primeras décadas de la vida. Se ha determinado que la edad media del 
diagnóstico es anterior a los 30 años, presentando el género masculino una aparición 
más precoz y con una evolución más rápida (21), progresando hasta la cuarta década de 
la vida, cuando normalmente se estabiliza de forma irreversible (6). También se ha 
observado que el queratocono progresa más rápidamente cuanto más joven son los 
pacientes y cuanto más temprana es la edad de aparición de los síntomas. La 
disminución o estabilización de la progresión del queratocono se ha relacionado con el 
fortalecimiento del tejido corneal, que ocurre espontáneamente con la edad, debido a un 
proceso denominado “cross-linking fisiológico”, el cual es el fundamento del 
tratamiento con luz ultravioleta y vitamina B12, que en algunos casos se utiliza en 
clínica (22). 
 
El queratocono se ha considerado una ectasia corneal bilateral no inflamatoria en la que 
la etiología probablemente sea multifactorial (6). La manifestación clínica final, 
probablemente, haya tenido diversos puntos de inicio que concluyen en una misma 
manifestación patogénica con un fenotipo final similar. Parece evidente que el factor 
genético es una posible causa y es más acentuado en pacientes que presentan 
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antecedentes familiares o en pacientes asociados a enfermedades sistémicas de  
componente genético (23). Sin embargo, la manifestación más frecuente del 
queratocono es una forma espontánea, sin asociación a ninguna otra enfermedad. No 
obstante, ha sido ampliamente documentada la asociación con enfermedades sistémicas 
(6), teniendo algunas de ellas un componente genético muy claro, como la trisomía del 
cromosoma 21 (24-28), la amaurosis congénita de Leber (29-31) o enfermedades del 
colágeno (32-37). Aunque hoy en día, la relación entre las enfermedades sistémicas y el 
queratocono continúa siendo una incógnita. 
 
Tanto la población con síndrome de Down y amaurosis congénita de Leber presentan 
una incidencia de queratocono más elevada que el resto de la población. Se ha 
observado que en estas dos enfermedades coexiste el factor de rascado ocular (38). 
Además dos grandes estudios sobre el queratocono han revelado que aproximadamente 
el 50% de los sujetos del estudio mostraban un rascado ocular vigoroso y anormal en al 
menos un ojo. (39, 40).  
 
La primera dificultad para el estudio del queratocono reside en la falta de unificación en 
los criterios diagnósticos. La mayoría de los profesionales clínicos aceptan los criterios 
topográficos como la clave en el diagnóstico final (41), aunque no sean siempre 
imprescindibles, ya que en los casos avanzados, el diagnóstico es sencillo y una simple 
exploración con la lámpara de hendidura es suficiente. Con la aparición de nuevos 
aparatos de diagnóstico de imagen, como los topógrafos de elevación, se ha generado 
una nueva variable diagnóstica, que todavía no ha sido normalizada en la población con 
queratocono, pero que aporta datos muy interesantes (10, 42). Esta técnica diagnóstica, 
a partir del topografo de elevación, ha permitido apreciar que existe una amplia 
población con parámetros topográficos sospechosos (43).  
Algunas investigaciones han relacionado el queratocono con ciertas alteraciones en el 
sistema de proteasas y sus inhibidores (44), con el estrés oxidativo (45), con 
alteraciones en la inervación corneal (46), con respuestas inflamatorias acompañadas de 
la alteración de citocinas y otros mediadores del sistema inmunitario, con la apoptosis 
de los queratocitos, la alteración en la distribución de las fibras de colágeno (19) o con 
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los daños producidos por el frotado continuado del ojo (39). Sin embargo, hoy en día, 
los mecanismos moleculares que determinan el estado patológico no se han podido 
establecer. 
En el año 2013 se llevó a cabo un análisis de asociación de genomas completos 
(GWAS) que identificaba múltiples locis asociados con el adelgazamiento corneal y el 
queratocono (47). Este estudio es interesante, ya que, es el primer estudio centrado en la 
patología ocular del queratocono que implica un análisis de 20.000 individuos, tanto de 
poblaciones Europeas y Asiáticas. A partir de los datos obtenidos en la investigación se 
identificaron 16 nuevos locis relacionados al adelgazamiento corneal, de los cuales dos 
de ellos (FOXO1 y FNDC3B) se encontraron en dos grandes cohortes de pacientes con 
queratocono. Además en este estudio se proponen diversos genes que podrían estar 
implicados en los dos procesos, tanto en el adelgazamiento de la córnea como en la 
patología del queratocono, como son el colágeno de tipo V (COL5A1), el colágeno tipo 
IV (COL4A3), la metaloproteinasa con dominio trombospondina tipo 1 (ADAMTS6), 
la fibronectina tipo 3 (FNDC3B), etc…(48) 
La mayoría de los estudios del queratocono se han centrado en analizar los 
polimorfismos y mutaciones más recurrentes en ésta patología. De los múltiples 
estudios que se han realizado se podrían destacar algunos genes que aparecen 
repetidamente en los análisis moleculares: 
-­ La proteína “Visual System Homeobox 1” (VSX1), es una proteína que 
codificada por el gen vsx1, que juega un papel en desarrollo craneofacial y 
ocular (49-51). En diversos estudios se han encontrado mutaciones “missense” 
en distintas poblaciones con queratocono (52-57). No obstante, los modelos 
animales de VSX1 no evidencian un papel de éste gen en la córnea (58). Es por 
ello, que aunque se hayan encontrado mutaciones en pacientes con queratocono, 
no se ha podido dilucidar la implicación de estas mutaciones en la patogénesis 
de esta ectasia corneal. 
-­ También se ha mostrado que existen mutaciones que alteran miR-184 en 
pacientes con queratocono y cataratas (59-61). Y que éstas mutaciones podrían 
tener una implicación en la regulación de los genes claves en el desarrollo de la 
córnea y en su mantenimiento (62). 
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-­ El “Dedicator of cytokinesis 9” (DOCK9), también es un posible gen candidato 
(63, 64) que codifica un miembro de las familia de proteínas DOCK (que poseen 
una activad intercambiadora GTP/GDP y que  activa específicamente a la 
proteína-G CDC42), que está implicada en procesos de señalización 
intracelulares (63). No obstante, todavía no se ha establecido el poder 
patogénico de éstas mutaciones en relación al queratocono. 
-­ La proteína “Superóxido dismutasa 1” (SOD1) ha sido sugerida en diversos 
estudios como un gen con una posible contribución (45, 65-69). Ya que la SOD1 
codifica la mayor enzima citoplasmática antioxidante, que metaboliza los 
radicales superoxido y proporciona defensa contra la toxicidad frente al oxígeno. 
Actualmente, se encuentra ampliamente aceptado que el estrés oxidativo juega 
un papel crítico en la progresión del queratocono, ya que numerosos artículos 
han mostrado una acumulación de productos citotóxicos, daño en el ADN 
mitocondrial y altos niveles de estrés oxidativo en las córneas de queratocono 
(23, 70). SOD1 se ha seleccionado como candidato en numerosos estudios, 
aunque no se han encontrado mutaciones de carácter patológico en pacientes con 
queratocono (45, 71). 
 
Uno de los pocos genes con un papel demostrado en la patogénesis del queratocono es 
el receptor Tirosina Quinasa Neurotrófico Tipo 1 (TrkA), ya que se ha comprobado su 
ausencia en córneas de pacientes de queratocono (72). Este receptor es específico para 
el factor de crecimiento de nervios (NGF), que es una molécula conocida por jugar un 
papel crucial en el desarrollo del sistema nervioso, la regeneración nerviosa, y además, 
en el mantenimiento del trofismo celular y en la cicatrización corneal (73, 74). El TrkA, 
en condiciones normales, es expresado en el epitelio, endotelio y en los queratocitos 
estromales (72).  
Estos últimos años se han llevado cabo diversos estudios de transcriptómica (75-77), 
pero las grandes diferencias existentes entre los estudios no permiten comprender los 
mecanismos moleculares que subyacen a esta patología. No obstante, la mayoría de los 
estudios coinciden en que el queratocono surge como resultado de una distorsión sobre 
los mecanismos comunicación entre las células epiteliales y las células del estroma 
corneal (queratocitos corneales), que termina en una desregulación de las células 
normales y en alteraciones en la matriz extracelular, ya sea por modificaciones en las 
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deposiciones de matriz extracelular o por el aumento de expresión de proteínas que 
degradan la matriz celular, como son las metaloproteinasas (MMPs) (44, 75, 78). Una 
de las proteínas más importantes de la matriz extracelular es el keratocan, y una de las 
enzimas que lo degrada es la β-EndoGalactosidasa [Wu, 2014]. 
 
Como ha sido comentado previamente, uno de los problemas que tienen los 
profesionales clínicos a la hora de diagnosticar esta distrofia corneal, es la falta de 
unificación de criterios y la falta de medios para diagnosticar la enfermedad en estadios 
precoces. Es por ello, que salvo en los estadios finales de la enfermedad, es imposible 
diagnosticar con un alto grado de confianza la patología del queratocono. En lo 
referente a la investigación, estas irregularidades en el diagnóstico se traducen en un 
aumento de la heterogeneidad de las muestras disponibles para la investigación. Si a 
este hecho, le añadimos que la enfermedad es una patología considerara rara (aunque su 
incidencia esté aumentando), resulta complicado desarrollar una investigación a gran 
escala y con un grado de certeza adecuado en el campo del queratocono. Esto se 
traduce, hoy en día, en estudios con resultados muy dispares entre ellos que además 
añaden heterogeneidad a la hora de entender el mecanismo real de la patogénesis del 
queratocono.  
 
De esta manera se hace muy difícil encontrar biomarcadores que permitan diagnosticar 
de forma precoz esta ectasia corneal, y por consiguiente, no se pueden generar nuevos 
fármacos para tratar de frenar el avance de esta enfermedad o de incluso curarla. 
HIPÓTESIS 
 
Por todo ello, nos planteamos la siguiente hipótesis: “Es posible desarrollar un modelo 
experimental de queratocono que simule las características físicas y moleculares más 
comunes del queratocono humano”. 
Para demostrar esta hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos: 
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OBJETIVOS 
 
-­ Desarrollar de un modelo animal de ectasia corneal similar a la patología del 
queratocono. 
-­ Establecer de un protocolo para la caracterización molecular de algunos 
marcadores seleccionados en función de la bibliografía en cultivos celulares de 
queratocitos corneales. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
Córneas humanas 
Para el estudio se utilizaron 2 botones corneales, obtenidos como resultado de 
trasplantes de córnea de pacientes con queratocono en la práctica clínica del Instituto 
Oftalmológico Fernández-Vega. Estos tejidos fueron obtenidos con el consentimiento 
del paciente y atendiendo a la ley orgánica de protección de datos (LO 15/1999) y a la 
Declaración de Helsinki. También se emplearon 4 córneas humanas sanas procedentes 
de donantes fallecidos como control. Estos tejidos, procedentes del Banco de sangre y 
tejidos del Principado fueron rechazados previamente para su uso en trasplantes por no 
superar las pruebas patológicas y de viabilidad exigidas. 
Animales de experimentación 
El animal de experimentación elegido para este estudio fue el ratón (Mus musculus) de 
la cepa C57BL/6, machos, de 90 días de edad. 
 
Como paso previo a su manipulación o a la extracción de sus tejidos, los animales 
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (80 mg/kg: Imalgène 500®, Merial; 
Toulouse, France) y xilacina (5 mg/kg; Rompun®, Bayer, Munich, Germany) y al final 
del experimento se eutanasiaron con una sobredosis de pentobarbital sódico 
intraperitoneal (Dolethal®, Vetoquinol, France). 
 
Los animales se mantuvieron, manipularon y sacrificaron según las líneas establecidas 
en la directiva del Parlamento Europeo y del Consejo de las Comunidades Europeas 
(2010/63/UE) y de la legislación española (RD 53/2013), vigentes para el uso y cuidado 
de animales de laboratorio. 
Diseño del modelo 
Con el objetivo de inducir la formación de una ectasia corneal similar al queratocono, 
en las córneas de los ratones empleados se realizaron los siguientes modelos: 
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I. Adelgazamiento mecánico de la córnea mediante ablación láser de 1/3 del 
espesor del estroma corneal (parámetros del láser: 2 mm de diámetro y 45 mm 
de profunidad). 
II. Frotado circular de la superficie del párpado superior contra la superficie ocular 
ayudándose para ello con una hemosteta (MicroSpongeTM, Alcon, Fort Worth, 
Texas, USA) durante un tiempo de 5 minutos en cada ojo y durante 5 días. 
III. Adelgazamiento mecánico de la córnea mediante ablación láser de 1/3 del 
espesor del estroma corneal (parámetros del láser: 2 mm de diámetro y 45 mm 
de profundidad) y aplicación de la enzima β-EndoGalactosidasa de Escherichia 
coli (Sigma) en tampón de fosfato sódico pH 5.8, en tres concentraciones 
distintas (50 mU, 100 mU, 250 mU). El enzima se aplicó en el momento 
después de la ablación láser y durante 5 días consecutivos, en monodosis diarias. 
IV. Adelgazamiento mecánico de la córnea mediante ablación láser de 1/3 del 
espesor del estroma corneal (parámetros del láser: 2 mm de diámetro y 45 mm 
de profundidad), y una semana después de la ablación, frotado circular de la 
superficie del párpado superior contra la superficie ocular ayudándose para ello 
con una hemosteta (MicroSpongeTM, Alcon, Fort Worth, Texas, USA) durante 
un tiempo de 5 minutos en cada ojo y durante 5 días. 
Los modelos I y II son los controles de este estudio. 
En todos los modelos se utilizaron 3 ratones. Se dejó una semana de reposo después de 
la aplicación de cada procedimiento, con el fin de eliminar el componente inflamatorio 
dependiente de los tratamientos y observar solamente los efectos duraderos sobre la 
estructura de la córnea. 
Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos se realizó un análisis macroscópico 
con un microscopio estereoscópico Leica S6D, acoplado a un sistema de captura de 
imagen Leica EC3 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), y un seguimiento clínico 
con el test de fluoresceína (®Colircusí Fluortest, Alcon Cusí, Barcelona) a los 0, 1, 2, 3, 
4, 5 y 12 días.  
El protocolo consistió, en primer lugar, en anestesiar los ratones, para evitar el estrés y 
el sufrimiento y facilitar su manipulación. Seguidamente, salvo en el modelo de frotado, 
se les realizaba una ablación con un láser de excímero (VISX Star S2) de 1/3 del 
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estroma de la córnea, destruyendo tambiéb el epitelio corneal. Este paso se lleva cabo 
para desestabilizar el epitelio corneal y para debilitar el estroma corneal, como ocurre 
en el queratocono, tanto a nivel de matriz extracelular como en el daño en la Capa de 
Bowman. Después de la ablación láser se llevan a cabo las distintas variantes como se 
explicaron en los puntos I a IV. 
Fijación y manipulación de tejidos 
Los glóbulos oculares empleados fueron fijados por inmersión en paraformaldehido al 
4%, durante un periodo de dos horas en agitación continua. Una vez transcurrido el 
periodo de fijación se realizaron lavados con PBS 0,1M, pH 7,4 a 25º C, para eliminar 
el exceso de fijador. Tras los lavados, como medio de crioprotección ante la 
congelación del tejido, se sumergieron los globos oculares en una solución de sacarosa 
al 30% en PBS durante toda la noche. Una vez extraídos los tejidos de la solución de 
sacarosa se introdujeron en moldes con medio de congelación OCT (Optimum Cutting 
Temperature; Sakura Finetek, Torrance, CA) y se congelaron rápidamente con 
isopentano a -80ºC. 
De los glóbulos oculares se obtuvieron secciones consecutivas de 5µm de grosor 
utilizando un criostato (HM 550 Microm), que se recogieron sobre portaobjetos de 
vidrio (Superfrost Plus; Thermo). 
Inmunofluorescencia en secciones de tejido 
Para evaluar el efecto de los tratamientos degenerativos a nivel microscópico, se 
realizaron técnicas de inmunofluorescencia para varios anticuerpos de interés 
(TABLA). Las tinciones de inmunofluorescencia se llevaron a cabo utilizando los 
protocolos puestos a punto en nuestro laboratorio. Para eliminar el OCT de las 
secciones de los glóbulos oculares, los portaobjetos se sumergieron en un baño de H2O 
destilada durante 5 minutos. Después de tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno, 
las secciones fueron sometidas a un bloqueo con suero de cabra al 10% y albúmina 
sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante una hora a temperatura ambiente, para evitar 
las uniones inespecíficas de los anticuerpos secundarios. Posteriormente, se repitieron 
las secuencias de lavados con PBS y se incubaron las muestras durante toda la noche 
con un medio de incubación compuesto por el anticuerpo de elección en la dilución 
adecuada, PBS, Triton X-100 al 0,03% y suero normal de cabra 5% (salvo en la 
incubación con el anticuerpo hecho en cabra, en la que se utilizo suero normal de 
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burro). Se utilizaron anticuerpos policlonales tanto de conejo, como de cabra, además de 
anticuerpos monoclonales de ratón (TABLA). Al día siguiente, se procedió al lavado de 
los cortes (PBS 3 x 10 min) y seguidamente se incubaron durante dos horas con un 
medio que contenía los anticuerpos secundarios como se indica en la Figura 4 y a una 
dilución de 1/500. Y por último se repitieron las secuencias de lavado y se tiñeron las 
secciones durante 10 minutos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 0.2 µg/ml), para 
marcar los núcleos celulares. Para finalizar se realiza un lavado, para eliminar el exceso 
de DAPI, y se montaron las muestras con un medio de montaje para fluorescencia 
(DAKO). 
Anticuerpo 1º Hecho en  
Dilución de 
Trabajo Fabricante 
Anticuerpo 
2º 
Hecho 
en 
β-Catenina Ratón 1/200 
BD Transduction 
Laboratories 
AlexaFluor 
αraton 
Cabra 
α-SMA Conejo 1/500 Abcam 
AlexaFluor 
αconejo 
Cabra 
MMP9 Conejo 1/500 Abcam 
AlexaFluor 
αconejo 
Cabra 
TrkA Conejo 1/500 Milipore 
AlexaFluor 
αconejo 
Cabra 
Keratocan Cabra 1/100 Santa Cruz 
AlexaFluor 
αcabra 
Burro 
Figura 4. Tabla de anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia en 
secciones. 
 
Las micrografías se realizaron usando un microscopio Leica DM 6000B, equipado con 
el set de filtros de fluorescencia Leica CTR 6000 y con una cámara Leica DFC310 FX 
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). 
Cultivo de queratocitos estromales a partir de botones corneales de humanos sanos 
y con queratocono. 
Una vez obtenidos los botones corneales de pacientes con queratocono y de donantes 
“sanos”, se sumergen en medio Optisol (Arkanum) y se conservan a 4ºC. A 
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continuación, para extraer los queratocitos estromales, se fragmenta el botón corneal en 
cuadrados de aproximadamente 1 mm2 y se realiza una digestión con Tripsina-EDTA al 
0,25% (Sigma) durante 30 minutos a 37ºC y en agitación. Transcurridos la media hora 
se bloquea la Tripsina-EDTA con el mismo volumen (1:1) de medio de cultivo celular 
para células estromales (compuesto por DMEN+F12 (Sigma), aminoácidos no 
esenciales, RPMI 1640 Vitamins Solution 100X (Sigma), antibióticos 
(Penicilina/Streptomicina) al 1% y suero bovino fetal al 10%). Una vez bloqueado, se 
lleva a cabo una centrifugación a 0,4 rcf durante 5 minutos y a 22º C. Después de la 
centrifugación se desecha el sobrenadante y se resuspende el pellet (células estromales) 
con medio de cultivo para células estromales, llevando la concentración celular a 
200.000 células por mililitro. Finalmente se sembraron los queratocitos estromales en 
flask de 75 mm2 (Falcon®). Todos los medios de cultivo celular se renovaron cada 3 
días y cuando se alcanzaba una confluencia del 80% se hacia un pase. 
Estudio del patrón de expresión molecular de queratocitos estromales in vitro de 
pacientes con Queratocono y pacientes control. 
A partir de los cultivos celulares de queratocitos estromales, una vez se alcanzaba el 
80% de confluencia y tras 24 horas en medio de deprivación (compuesto por 
DMEM+F12 (Sigma), aminoácidos no esenciales, RPMI 1640 Vitamins Solution 100X 
(Sigma) y antibióticos (Penicilina/Streptomicina) al 1%) se llevaba a cabo la extracción 
del RNA. Para ello se levantan las células de los cultivos celulares con Tripsina-EDTA 
al 0,25% (Sigma). A continuación se bloquea la acción enzimática de la Tripsina con el 
mismo volumen (1:1) de medio de deprivación. Posteriormente se homogenizan las 
células y se centrifugan durante 5 minutos (a 0,4 rcf y a 4ºC). A continuación, se 
elimina el sobrenadante y se resuspende el pellet en TRIZOL (Gibco, Carlsbad, CA, 
USA). Posteriormente, se homogeniza bien las células, y se añade cloroformo (en un 
volumen 1:5) y se centrifuga durante 15 minutos (a 16,1 rcf y a 4ºC). Después de la 
centrifugación, se recoge la fase acuosa (RNA) y se aisla el RNA mediante el kit de 
extracción PureLinkTM MiniKit (Ambion, Life Technologies), que consiste en extraer el 
RNA mediante lavados secuenciales de la muestra en una columna con afinidad a las 
cadenas de poli-A. Por último, el análisis de la cantidad y calidad del RNA se evaluaron 
mediante el espectrofotómetro Picodrop® y seguidamente se almacenaron las muestras 
a -80 ºC hasta su posterior uso. 
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Una vez obtenido el RNA, se procedió a obtener cDNA, mediante el protocolo 
proporcionado por el fabricante del kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription 
with RNase inhibitor” (Life Technologies), que es un kit que contiene todos los 
componentes necesarios para la conversión del RNA en cDNA en un único ciclo de 45 
minutos. El cDNA obtenido se almacenó a -20ºC hasta necesitarlo para su utilización en 
la PCR a tiempo real cuantitativa (RT-qPCR). 
Para todas las aplicaciones llevadas a cabo en la RT-qPCR se utilizó siempre una 
concentración de 5 ng/µL de cDNA (obtenido previamente), salvo en la determinación 
del endógeno, y se realizaron triplicados de cada variante a analizar. La RT-qPCR 
master mix utilizada se prepara de la siguiente manera: 7 µL de H2O DEPC (Sigma), 
0,5 µL de Forward primer (5 µM), 0,5 µL Reverse primer (5µM), 10µL de Power 
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 2 µL de cDNA (5 ng/µL). De 
esta master mix se introducían 20 µL por capilar, posteriormente se sellaban los 
capilares. Para llevar a cabo las PCR se utilizó un termociclador capaz de llevar a cabo 
la Real Time PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System) y se siguió un 
protocolo de cuatro pasos: 1} Programa de desnaturalización (10 minutos a 95ºC; 2} 
Programa de amplificación y cuantificación, de 40 ciclos (15s a 95ºC; 10s a 60ºC; 20s a 
72ºC; 5s a 85ºC) con una única medida de fluorescencia; 3} Programa de curva de 
disociación (60-99ºC con un ratio de calentamiento de 0,1ºC por segundo y con 
continuas medidas de fluorescencia); 4} Programa de enfriamiento por debajo de 40ºC 
 
Para poder llevar a cabo el análisis de expresión de los distintos marcadores, primero se 
tuvo que establecer el control endógeno. Para ello se estudio si existían diferencias de 
expresión entre las muestras controles (pacientes sanos) y las muestras patológicas 
(pacientes con queratocono) de la Gliceraldhído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y 
la subunidad RNA ribosomal 18S (RBR18). 
 
Los genes humanos que se estudiaron fueron los siguientes: Colágeno tipo V subunidad 
α (COL5A1), la β-Catenina (CTNNB1), la Metaloproteasa de Matriz 2 (MMP2) y 13 
(MMP13), el Keratocan (KERA), el “Dedicator of cytokinesis 9” (DOCK9), la 
superóxido dismutasa 1 (SOD1) y la laminina α-1 (LAMA1). 
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 Nombre del Cebador Secuencia (5'-3') 
Forward_COL5A1 TTGACGAGAACTACTACGAC 
1 Reverse_COL5A1 ATCCCTTCATAGATGGTATCC 
Forward_CTNNB1 CAACTAAACAGGAAGGGATG 
2 Reverse_CTNNB1 CACAGGTGACCACATTTATATC 
Forward_MMP2 GTGATCTTGACCAGAATACC 
3 Reverse_MMP2 GCCAATGATCCTGTATGTG 
Forward_MMP13 AGGCTACAACTTGTTTCTTG 
4 Reverse_MMP13 AGGTGTAGATAGGAAACATGAG 
Forward_KERA GAAGGCAAGGTGCTATAATG 
5 Reverse_KERA CTCGAAGTCATGAATAGTCC 
Forward_DOCK9 TTCAGAACAACAAAGTCAGG 
6 Reverse_DOCK9 GATCCATTCTTCCATTTCCAC 
Forward_SOD1 GAGCAGAAGGAAAGTAATGG 
7 Reverse_SOD1 GATTAAAGTGAGGACCTGC 
Forward_LAMA1 CATACATCACTCATCAATGGC 
8 Reverse_LAMA1 TAGCGTCTGGTAACAATAGG 
Forward_GAPDH GAAGGTCGGAGTCAACGGATT 
9 Reverse_GAPDH CGTTCTCAGCCTTGACGGTGC 
Forward_RBR18 GCGGGAGAACTCACTGAGGATGA 
10 Reverse_RBR18 TCGGACACGAAGGCCCCAGA 
Figura 5. Tabla de cebadores utilizados en el estudio 
 
Antes de utilizar los primers en el estudio se determinó la especificidad y eficiencia de 
éstos mediante la realización de una curva estándar. La curva estándar se realizó 
estableciendo el Ct mean (número de ciclos requeridos para que la señal de 
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fluorescencia sea superior a la flourescencia basal) a distintas concentraciones (5 ng/µL; 
2,5 ng/µL; 1,25 ng/µL y 0,625 ng/µL). Todos los cebadores tienen una eficiencia 
cercana al 100%. 
Inmunofluorescencia en placas de cultivo celular 
El protocolo seguido para llevar a cabo las técnicas de inmunofluorescencia sobre 
cultivos celulares fue similar al descrito para secciones de tejidos. Las diferencias 
consistieron en que al inicio del proceso se retiró el medio de cultivo y se fijaron las 
placas con metanol frío durante 15 minutos. Seguidamente, se lavaron las placas tres 
veces con PBS durante 10 minutos cada vez. Se incubaron durante 24 horas a 4ºC y en 
agitación moderada, en un medio de incubación compuesto por suero de cabra al 5% 
(salvo cuando se utiliza el anticuerpo hecho en cabra), anticuerpo(s) primario(s) 
(TABLA), PBS y Triton X-100 al 0,03%. Transcurridas las 24 horas, se repitieron los 
lavados con PBS y se incubaron las células, durante dos horas y en oscuridad, con los 
anticuerpos secundarios a una dilución 1/500. Después se repitieron los lavados con 
PBS y se añadió DAPI 0.2 µg/ml, durante 10 minutos a temperatura ambiente y en 
oscuridad. Finalmente se volvieron a lavar con PBS. 
Anticuerpo Hecho en  
Dilución de 
Trabajo Fabricante 
Anticuerpo 2º Hecho en 
b-Catenina Ratón 1/200 
BD Transduction 
Laboratories 
AlexaFluor 
αraton 
cabra 
α-SMA Conejo 1/500 Abcam 
AlexaFluor 
αconejo 
cabra 
MMP9 Conejo 1/500 Abcam 
AlexaFluor 
αconejo 
cabra 
TrkA Conejo 1/500 Milipore 
AlexaFluor 
αconejo 
cabra 
Keratocan Cabra 1/100 Santa Cruz 
AlexaFluor 
αcabra 
Burro 
Laminina Conejo 1/100 Abcam 
AlexaFluor 
αconejo 
cabra 
Vimentina Mouse 1/100 Dako 
AlexaFluor 
αraton 
cabra 
Figura 6. Tabla de anticuerpos primarios utilizados en las inmunofluorescencias en placas. 
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Las preparaciones de inmunofluorescencia en placas se almacenaron a -20ºC y en 
oscuridad, preservando su integridad con un tampón rico en glicerol. 
 
Las micrografías se tomaron en un microscopio invertido Leica DMI 6000, equipado 
con el set de filtros de fluorescencia Leica CTR 6000 y con la cámara Leica DFC310 
FX. Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo con un lector de placas multimodal 
con distintas fuentes de emisión de longitud de onda y de recepción de fluorescencia 
(VictorTM X5, PerkinElmer). Las mediciones se realizaron sobre placas de 48 pocillos, y 
se tomó la lectura en la base de la placa a (8 µm de altura) con un tiempo de exposición 
de fluorescencia de 0,1 segundos, en un rango de emisión de 488 nm y de excitación de 
535 nm (Fluorescencia verde, equivalente al fluoróforo Fluoresceína) en unidades de 
fluorescencia RFU. 
Análisis de imagen 
El análisis de imagen se realizó con el software de procesado de imágenes FIJI 
(ImageJ). Para ello se determinó el tamaño de los píxeles en milímetros y con la 
herramienta de trazado circular se llevó a cabo el análisis automático del área trazada. 
Posteriormente se realizó la extracción de los datos a una hoja de cálculo y se realizó en 
análisis estadístico correspondiente. 
Análisis estadístico 
Para la realización del análisis estadítisco se utilzó el software de análisis estadístico 
InStat®, comparando las medias y medianas, utilizando test no paramétricos con Pvalor 
de dos colas. Para el análisis de expresión relativa de mRNA se utilizó el “Unpaired t 
test” y para el análisis de emisión de fluorescencia se utilizó el test de Mann-Whitney. 
Se consideraron valores estadísticamente significativos con un Pvalor<0,05. 
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RESULTADOS 
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DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
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